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Effect of the cultivation in two altitudinal floors on the synthesis of secondary metabolites 
in Stevia rebudiana Bertoni leaves
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RESUMEN                                                           
Se determinó la existencia de diferencias significativas en la síntesis de metabolitos secundarios en hojas de Stevia 
rebudiana Bertoni que fueron cultivadas en dos pisos altitudinales diferentes 1.100 y 1.215 msnm, respectivamente. 
Los Metabolitos Secundarios (MS) fueron obtenidos por una Extracción Etanólica (EE) de las hojas de S. rebaudiana 
y se determinó la concentración de alcaloides, flavonoides, fenoles, saponinas y aceites esenciales. En el caso de los 
alcaloides la concentración fue superior a mayor altura (1215msnm), mientras que para los flavonoides, las saponinas 
y los aceites esenciales los resultaros fueron opuestos, obteniéndose la mayor concentración de estos MS a menor 
altura (1100msnm). Estas diferencias significativas en la concentración de los metabolitos, demuestran una vez más 
la plasticidad de S.  rebudiana a adaptarse a ambientes heterogéneos, ajustando  su fisiología y sintetizando productos 
naturales  de  elevado interés farmacológico.
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ABSTRACT
The existence of significant differences in the synthesis of secondary metabolites in Stevia rebudiana Bertoni 
leaves was determined, which were cultivated in two different altitude levels 1,100 and 1,215 meters above sea level, 
respectively. The secondary metabolites (MS) were obtained by an Ethanolic Extraction (EE) of the leaves of S. rebau-
diana and the concentration of alkaloids, flavonoids, phenols, saponins and essential oils was determined. In the case 
of alkaloids the concentration was higher at higher altitudes (1215msnm), while for flavonoids, saponins and essential 
oils the results were opposite, obtaining the highest concentration of these MS at lower altitudes (1100msnm). These 
significant differences in metabolite concentration demonstrate once again the plasticity of S. rebudiana to adapt to 
heterogeneous environments, adjusting its physiology and synthesizing natural products of high pharmacological in-
terest.
Keywords: Secondary Metabolites, Stevia rebudiana, Ethanolic Extraction (EE), pharmacology.
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INTRODUCCIÓN
Existe a nivel global un fuerte interés creciente en 
el uso de edulcorantes naturales bajos en calorías 
que puedan funcionar perfectamente como sus-
tituto de la glucosa en la dieta humana, la cual 
está siendo consumida en cantidades excesivas 
(Luwańska et al., 2015). 
Sin embargo, la sacarosa sigue siendo el edulco-
rante predilecto a nivel comercial en la fabrica-
ción de diferentes bebidas de consumo masivo 
como jugos, refrescos, postres, yogures y dife-
rentes tipos de alimentos en las últimas décadas 
(Palacio et al., 2019). Sin embargo, estudios rea-
lizados Mooradian et al., (2017) indican que el 
consumo excesivo de azúcar es una de las prin-
cipales causas de enfermedades crónicas como 
la diabetes tipo II, la cual ya es considerada una 
epidemia a nivel mundial. 
Por lo tanto, es un desafío para la industria ali-
mentaria desarrollar nuevas formulaciones de 
productos con edulcorantes naturales, que es-
tén dotados de características y sabor similar a 
la sacarosa y que permita mantener la calidad de 
sus productos (Edwards et al., 2016; Lobete et al., 
2017; Carvalho et al., 2019; Kalicka et al., 2019). 
Como alternativa saludable surge el uso de la ste-
via (S. rebudiana) por sus propiedades edulco-
rantes, sin calorías y es de origen natural, la cual 
genera beneficios a la salud en pacientes diabéti-
cos que la utilizan como edulcorante para con-
trolar sus niveles de glicemia en sangre y su peso 
corporal (Tey et al., 2017). 
Esta planta es un arbusto perenne de la familia 
de las Asteraceae de la cual existen entre 150 a 
300 especies diferentes, distribuidas a través del 
continente americano desde el suroeste de Esta-
dos Unidos hasta el norte de Argentina donde se 
le conoce popularmente como hierva dulce, hoja 
dulce o hoja de miel (Kumari et al., 2017). 
Investigadores como Salvador-Reyes et al., (2014) 
demostraron experimentalmente que las hojas de 
stevia ha llegado a ser hasta trescientas veces más 
dulces que la sacarosa, de ahí que esta planta sea 
una alternativa para el tratamiento de enferme-
dades crónicas como diabetes y obesidad, pero 
que también puede ser consumida por personas 
sanas, sin efectos secundarios sobre la salud. 
En su forma más sencilla son consumidas en su 
forma fresca sus hojas por su sabor suave y lico-
roso o secas y molidas, con el fin de potenciar su 
poder edulcorante (Millones et al., 2014). 
Salvador-Reyes et al., (2014) reportaron que el 
consumo de stevia no incrementa los niveles de 
azúcar en la sangre, ya que es hipoglucémica, 
por el contrario mejora la tolerancia a la gluco-
sa. Otros investigadores encontraron que el ex-
tracto metanólico de las holas de S. Rebudiana 
actúa como un antioxidante capaz de eliminar 
los radicales libres y promueve la muerte de las 
células cancerígenas del cuello uterino (López et 
al., 2016). 
Por ello la importancia de caracterizar los ex-
tractos de las hojas de stevia, con la finalidad de 
determinar su composición química. En función 
de esto, Yılmaz et al., (2020) determinaron por 
técnicas cromatográficas en el extracto de las 
hojas de stevia un total de 65 compuestos orgá-
nicos, entre ellos, los glucósidos de diterpeno, 
compuestos fenólicos, flavonoides, aminoácidos 
y ácidos grasos, independientemente de la técni-
ca de extracción que fue utilizada. 
Mientras que Kumari et al. (2017) determinaron 
los constituyentes químicos responsables de la 
dulzura, identificando a los glucósidos y diperte-
noides los cuales están principalmente presentes 
principalmente en las hojas de la planta, siendo 
los principales compuestos edulcorantes el este-
viósido con un sabor amargo y rebaudiósido-A 
sin amargura pero un 1.6-1.8 veces más dulce 
que el esteviósido. Una desventaja comercial es el 
sabor amargo que proporciona el esteviósido que 
limita su uso en la industria alimentaria (Formi-
goni et al., 2018). 
Efecto del cultivo en dos pisos altitudinales sobre la síntesis de metabolitos secundarios en hojas de Stevia rebudiana Bertoni   
Por otro lado, la stevia también posee acción bio-
lógica y se debe principalmente a la presencia de 
esteviósido, esteviolbiósido, rebaudiósido A, B, 
C, D, E y F y dulcósido, compuestos secunda-
rios que se localizan en las hojas de la planta en 
concentraciones variables, lo que sugiere que en 
los tejidos que constituyen este órgano (hojas), 
es donde ocurre principalmente la síntesis y acu-
mulación primaria de glucósidos de esteviol de 
tipo diterpenoide (Vázquez et al., 2014).
Sin embargo las características de la zona donde 
se cultivada la planta influye directamente en la 
composición fisicoquímica del extracto, como lo 
reporta Rodríguez et al., (2010) quienes estudia-
ron las características físicas, químicas y senso-
riales de las hojas de Stevia rebaudiana cultivada 
en tres tipos de paisajes: montaña, lomerío y vega; 
donde encontraron diferencias significativas en 
la concentración de los diferentes compuestos 
reductores, esteroles, triterpenos, glicósidos, car-
diacos, saponinas y taninos dependiendo del sec-
tor donde fue cultivada la planta de stevia; como 
por ejemplo, el extracto acuoso obtenidos de las 
hojas colectadas en la zona de lomerío fueron 
significativamente más edulcorantes (P < 0,05) 
que los extractos preparados con hojas obtenidas 
en las zonas de la vega y la montaña.
Por ello, estudios científicos futuros sobre la 
composición fisicoquímica de esta planta, serán 
de gran ayuda para la agroindustria, por su po-
tencial uso al incorporarla como endulzante de 
bebidas y alimentos. 
Sin embargo, Jarma et al., (2012) consideran que 
son escasos los referentes bibliográficos que do-
cumenten el efecto de las variables ambientales, 
sobre la síntesis diferencial de los principales glu-
cósidos en esta planta. 
Por esta razón el objetivo principal de esta inves-
tigación consistió en determinar el efecto de cul-
tivar S. rebudiana en dos pisos altitudinales dife-
rentes, y el efecto sobre la síntesis de metabolitos 
secundarios (MS) de la planta.
MÉTODOS Y MATERIALES
La investigación se realizó bajo la perspectiva del 
positivismo lógico y se trata de un estudio expe-
rimental, de corte transversal, donde se analiza-
ron muestras foliares de Stevia rebudiana Bertoni 
recolectadas en dos pisos altitudinales diferentes, 
con la finalidad de determinar si existe o no de 
diferencias significativas en la síntesis de meta-
bolitos secundarios en las hojas de las plantas. 
Como análisis estadístico se empleó la prueba t 
de Student para muestras independientes, con la 
que se verifico la hipótesis del trabajo en el nivel 
de 0.05 de significación estadística, con el pro-
grama SPSS.
A.Obtención del extracto etanólico foliar de 
Stevia rebaudiana Bertoni
El material vegetal utilizado para la obtención de 
los extractos etanólicos (EE) foliares de S. rebau-
diana consistió en hojas plenamente desarrolla-
das, aparentemente sanas y no senescentes, pro-
venientes de plantas cultivadas durante 12 meses 
en dos pisos altitudinales diferentes, el primero 
se ubicó en las instalaciones del Instituto de In-
vestigaciones Agrícolas (INIA), en San Juan de 
Lagunillas, a 1.100 msnm y el segundo en Santa 
Catalina a 1.215 msnm, ambas localidades  en el 
estado Mérida-Venezuela.
Las hojas de S. rebaudiana fueron selecciona-
das de 30 plantas adultas (15 de cada localidad), 
y secadas a la sombra. Se pesaron por separado 
250 g de hojas secas de cada planta, para luego 
proceder a molerlas en una licuadora convencio-
nal OsterMR, el polvo se maceró en 120 mL de 
alcohol etílico (96°) en frascos de vidrios color 
ámbar. 
Después de 12 horas se filtró la mezcla, el líquido 
obtenido se destilo con la ayuda de un Rotova-
por Buchi 461 Watter Bath para obtener el EE, el 
que fue almacenado en tubos de ensayo a 10ºC, 
hasta el momento de realizar las pruebas para la 
determinación y cuantificación de los principales 
grupos de MS (Marcano y Hasegawa, 2002).
B.Determinación y cuantificación de metabo-
litos secundarios (MS) en los extractos etanóli-
cos (EE) foliares de Stevia rebaudiana Bertoni.
Para determinar la presencia de alcaloides, flavo-
noides y fenoles en el EE obtenido de las hojas de 
S. rebaudiana se utilizó la cromatografía de capa 
fina de tipo ascendente con cromatofolios de si-
lica gel MERK MR y en cada uno se dispersaron 
con la ayuda de una micropipeta 2 gotas, equiva-
lentes a 5µL cada una (para un total de 10 µL) a 
0,6cm de la base. 
En una cámara cromatografía, que contenía el 
eluyente específico para cada grupo de MS, am-
bos se dejaron ascender hasta los 0,7 cm antes 
del borde superior del cromatofolio, se retiró y se 
dejó secar para luego, realizar el revelado respec-
tivo, según el grupo de compuesto secundario 
que se deseaba determinar. 
Los eluyentes utilizados, la proporción de los 
componentes de cada uno y el método de revela-
do de la cromatografía se muestran en el cuadro 
1 (Marcano y Hasegawa, 2002).
Tabla N°1. Eluyentes y métodos de revelados para la determinación de alcaloides, flavonoides y 
fenoles en extractos etanólicos (EE) foliares de Stevia rebaudiana Bertoni.
C. Determinación de aceites esenciales en el ex-
tracto etanólico (EE) de las hojas de S. rebau-
diana Bertoni.
Para la determinación de la presencia o no de 
aceites esenciales se agitó 1 mL del EE en un 
tubo de ensayo, y a través del olfato se evidenció 
la presencia o no del aroma característico que le 
confieren este grupo de compuestos secundarios 
al mismo (Rodríguez, 2007). 
Posteriormente se obtuvieron por hidrodestila-
ción colocando 100 g de hojas de estevia de cada 
una de las localidades, por separado, en un balón 
hidrodestilando por 45 min y se midió el volu-
men de estos compuestos secundarios obtenidos 
con la ayuda de una micropipeta. El resultado se 
expresó en mL de aceites obtenidos por 100 g de 
hoja seca (mL·100 g-1), descontando la humedad 
residual (World Health Organization, 1998). 
D. Determinación de saponinas en el extracto 
etanólico (EE) foliares de S. rebaudiana Berto-
ni.
Para la determinación de la presencia de saponi-
nas, el extracto fue diluido en agua destilada (1:1) 
y agitado vigorosamente durante 1 min hasta la 
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formación de espuma, cuya persistencia después 
de 15 min, fue considerada positiva para saponi-
nas. El contenido de saponinas fue valorado de 
acuerdo con la escala de Cuéllar et al. (1999) la 
cual se explica a continuación: 0 mm (negativo); 
0,1-5,0 mm (muy bajo); 5,1-9,0 mm (bajo); 9,1-
14 mm (moderado) y > 14 mm (alto).
E. Cuantificación de metabolitos secundarios 
en extractos el etanólico (EE)  de las hojas de 
Stevia rebaudiana Bertoni.
Para determinar la concentración de los grupos 
de MS considerados, se siguió la metodología 
de Vásquez et al. (2008). Esta consistió en mar-
car con la  ayuda de un lápiz de grafito el área 
ocupada por la presencia del grupo de MS en el 
cromatofolio de sílica/gel. 
Posteriormente se extrajeron tres circunferencias 
de área conocida (AC) con ayuda de un perfo-
rador, cada una fue raspadas y pesadas en una 
balanza analítica (Ohaus Adventure N° AR2140) 
para determinar el peso (g) del MS + la sílica/gel 
+ el eluyente. 
De manera similar, el espacio restante del área 
recorrida por el MS, constituido por MS + síli-
ca + solvente, fue raspado y denotado como área 
desconocida (AD). Adicionalmente se preparó 
un número similar de discos de cromatofolios 
conteniendo solo sílica + solvente, los que cons-
tituyeron el control. Estos discos también fueron 
raspados y pesados para obtener el área de con-
trol (ACt). 
La cantidad total de MS (expresada en mg/mL) 
contenidas en la mancha del cromatofolio fue 
calculada mediante la siguiente fórmula:
RESULTADOS 
En el cuadro 2 se muestran los resultados obtenidos de la determinación y cuantificación de los grupos 
de MS en el EE foliar de la S. rebudiana, las cuales fueron cultivadas a dos pisos altitudinales diferentes 
1.100 y 1.215msnm, respectivamente; en las localidades ubicadas en el Estado Mérida, Venezuela. 
Se determinó la presencia de alcaloides, flavonoides, aceites esenciales y saponinas. Los fenoles totales 
resultaron negativos.
Tabla N°2. Valores promedios de la cuantificación de los grupos de metabolitos secundarios en 
extractos etanólicos (EE) foliares de plantas de Stevia rebudiana  Bertoni, cultivadas en dos pisos 
altitudinales.
Unidades: m.s.n.m.=metros sobre el nivel del mar; mg·mL de EE=miligramos de MS por mililitro de extracto acuoso; 
mm= milímetros, x ´ = media, s = desviación estándar, p = significancia.
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Como lo indica la tabla 2, se puede observar 
una diferencia significativa (p<0.005) en la con-
centración de alcaloides, obteniendose mayores 
concentraciones de este grupo de compuestos 
nitrogenados en los extractos etanólicos de las 
hojas de stevia cultivadas a 1100msnm que las 
cultivadas a mayor altura 1215 msnm.
Efecto contrario el observado para los flavonoi-
des, las saponinas y los aceites esenciales, donde 
como se puede observar en la tabla 2 existe una 
diferencia significativa (p<0.005) en las concen-
traciones de estas especies analizadas en el ex-
tracto etanólico de las hojas de stevia cultivadas a 
mayor  altura 1215 msnm que a 1100 msnm.
Adicionalmente, en el caso de las saponinas al 
comparar los resultados obtenidos con las con-
centraciones establecidas por Cheok et al., (2014) 
donde propone que valores entre 9,1-14 mm son 
consideradas cantidades moderadas de saponi-
nas, y valores superiores a 14 mm son altos, los 
resultados indican que a 1100msnm los conteni-
dos de saponinas en el extracto etanólico de las 
hojas de stevia se consideran como moderadas, 
mientras que a 1215 msnm, el contenido es alto.
DISCUSIÓN
De los resultados obtenidos en esta investigación 
se pudo inferir que los pisos altitudinales a los 
cuales fueron cultivadas las plantas de stevia, tu-
vieron un efecto significativo sobre la síntesis de 
metabolitos secundarios. 
Tal como lo señalaron Jarma et al., (2012) los glu-
cósidos de esteviol son sintetizados en la ruta de 
las giberelinas, por tanto factores tales como la 
luz, la temperatura y en el caso de esta investi-
gación, la altitud, también tienen un efecto im-
portante sobre la síntesis de los mismos. Una 
situación semejante fue evidenciada por Ahmad 
et al., (2016) cuando observaron que el tipo y la 
intensidad de la luz mejoran significativamente 
la producción de metabolitos secundarios an-
tioxidantes en la lanta de stevia.
Las diferencias significativas observadas en 
cuanto a la síntesis de un grupo de MS en la plan-
ta cultivadas a 1.100 y 1.215 msnm se podrían 
explicar por el hecho de que  está influenciada 
por la dinámica de las interacciones entre estas y 
su ambiente biótico y abiótico (A., González-Pa-
leo, & Ravetta, 2011).  Así mismo, (Cheok et al., 
2014) consideraron que como parte de la protec-
ción química, una de las estrategia utilizada por 
el vegetal para su protección, es la producción de 
estos compuestos con actividad antimicrobiana, 
es contra de herbívoros o como antioxidante.
En el caso de los EE obtenidos a partir de las hojas 
de plantas de S. rebudiana, la variación fue cuan-
titativa y no en cuanto a grupos de MS, lo cual 
debía esperarse por tratarse de plantas taxonó-
micamente iguales y según Santacoloma-Varón, 
et al., (2010) la existencia de una  gran variación 
cualitativa y cuantitativa en el contenido de estos 
compuestos es más común entre diferentes espe-
cies vegetales y el contenido de estas sustancias 
puede alcanzar hasta un 40% de la materia seca 
dependiendo de factores climáticos, edafológicos 
y del órgano de la  planta que se considere. Au-
nado a esto, estos mismos autores encontraron 
que los distintos compuestos que puede producir 
una especie presentan una determinada distribu-
ción dentro de los órganos, tejidos y células de 
una planta y ello responde frecuentemente a las 
influencias ambientales.
La presencia de las saponinas, en los extractos 
obtenidos de las plantas de stevia  en  los dos pi-
sos altitudinales, era de esperarse también ya que 
estas  biomoléculas, en forma glucosídica, actúan 
como esteroides reguladores del crecimiento y 
pueden generar en las plantas un aumento en el 
crecimiento y desarrollo, además de una rápida 
recuperación, luego de la poda, mediante la pre-
sencia de brotes abundantes (Cheok et al., 2014). 
Este grupo de compuestos pudo haber influen-
ciado que las plantas que durante su desarrollo 
inicial no tenían ramificaciones, se transforma-
ran en   multicaule después de la primera cosecha 
y según Quezada-Nieves, (2008), pueden llegar a 
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formar en los primeros años hasta un promedio 
de veinte tallos. 
El caso de los aceites esenciales, la concentración 
fue tres veces superior en los EE de las hojas de 
las plantas cultivadas a 1.215 msnm. Según in-
vestigaciones previas, la composición química 
de este grupo de compuestos de las diferentes es-
pecies de stevia ha sido muy estudiada y es muy 
variada, existiendo la predominancia de borneol, 
cineol, pulegona, geraniol, nerol y limoneno, los 
cuales han sido señalados en estudios previos 
principalmente para S. satureiaefolia, muy co-
mún en Argentina (Pérez-Pérez, 2006). 
Los alcaloides, flavonoides, saponinas y aceites 
esenciales, detectados en los extractos de stevia 
utilizados en esta investigación, junto con los 
fenoles, tienen una gran importancia ecológica, 
ya que estos compuestos participan en los pro-
cesos de adaptación de las plantas al ambiente, 
así como también se induce una síntesis activa de 
los mismos cuando el vegetal es expuesto a con-
diciones adversas, en el caso a dos  pisos altitudi-
nales diferentes, por lo que se podría inferir que 
las mismas estuvieron bajo condiciones de estrés 
abiótico (Nieto-Ramírez et al., (2018).  
 
Los resultados obtenidos en esta investigación, 
permiten inferir que tal como lo señaló Ávalos 
y Pérez, (2009) las plantas  de stevia pudiesen 
haber destinado una cantidad significativa del 
carbono asimilado y de la energía a la síntesis de 
moléculas orgánicas o productos secundario que 
tienen funciones ecológicas específicas, en este 
caso protegiéndolas de situaciones que pudiesen 
ser estresantes para las mimas.
CONCLUSIONES
Con base a estos resultados se puede concluir que 
los pisos altitudinales tuvieron un efecto sobre la 
síntesis de alcaloides, flavonoides, saponinas y 
aceites esenciales. 
Los resultados obtenidos  no sólo contribuyen 
al conocimiento de los compuestos secundarios 
presentes en los extractos foliares particularmen-
te de S.  rebudiana cultivadas a dos pisos altitudi-
nales, sino que también son de gran utilidad a la 
hora de incrementar la concentración de los gru-
pos de los metabolitos secundarios responsables 
de las propiedades biológicas del vegetal. 
Las diferencias en cuanto a la concentración de 
los grupos de compuestos, demuestran una vez 
más la plasticidad de S.  rebudiana a  adaptarse a 
ambientes heterogéneos, ajustando  su fisiología, 
sintetizando productos naturales  de  elevado in-
terés farmacológico.
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